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学位論文の内容要旨

Transcutaneous carbon dioxide application suppresses 

bone destruction caused by breast cancer metastasis 

炭酸ガス経皮吸収は乳癌骨転移による骨破壊を抑制する

神戸大学大学院医学研究科医科学専攻

整形外科学

（指導教員：黒田良祐教授）

竹森俊幸

要旨

はじめに

がん骨転移はすべてのがん種で起こる可能性があり，年々患者数は増加傾向にあるがん骨転

移による骨関連事象が発生すると QOLを著しく低下させるため，新たな治療法が望まれているが，

現在がん骨転移に対する根治的な治療法はない．がん骨転移部における骨破壊は，がん細胞が

産生する溶骨性因子や破骨細胞分化因子 RANKLによって刺激された骨芽細胞が破骨細胞を

分化・誘導することで生じる．また，がん骨転移部においては多くの悪性腫瘍と同様に腫瘍周囲が

低酸素環境状態にあることが知られている．この低酸素環境は，腫瘍細胞の増殖能や転移・浸潤

能の尤進，化学療法や放射線治療抵抗性に大きく寄与しており，骨破壊を増悪させる要因となっ

ている．炭酸ガス経皮吸収は，炭酸ガスを経皮的に生体内へ吸収させて組織内の二酸化炭素分

圧を上昇させ，局所でBohr効果を誘導し，投与局所を酸素化する方法である．我々はこれまでに

この炭酸ガス経皮吸収が悪性腫瘍組織内の低酸素環境を改善し，アポトーシスを充進させること

で抗腫瘍効果を示すことについて報告してきた．

そこで本研究では，炭酸ガス経皮吸収による低酸素環境の改善が，乳癌骨転移部における骨

破壊に与える影響と治療効果について，ヒト乳癌細胞株を用いたinvitroおよび骨転移モデルマ

ウスを用いたinvivoにて検討を行った

麟

なる酸素濃度坪下でのヒトじ細胞のRANKLおよび溶性因子の 、(invitro) 

ヒト乳癌細胞株MDA-MB-231を20%02で培養(Normoxic群）， 2%02で培養(Hypoxic群），

2%02で培養した後に20%02で培養(Reoxic群）の3つの異なる条件で計6日間培養を行った．培

養後の RANKL および溶骨性因子 (IL·l~, IL-6, IL-8, PTHrP)の発現変化についてリアルタイ

ムPCR法を用いて比較検討した．

ヒト乳癌細胞骨転移モデルマウスに対する炭酸ガス経皮吸収のinvivoでの骨破壊 制夕果の

駐

ヒト乳癌細胞株 MDA-MB-231を5週齢メスのヌードマウスの腟骨に移植し，乳癌骨転移モデル

マウスを作製した．移植4週間後にμCTにて骨破壊を確認した後， 100%炭酸ガス経皮投与を行う

CO2群と，空気を用いて同様の方法で治療する Control群の2群に分け， 1回10分間，週2回， 2

週間の治療を行った腫瘍体積と体重変化について経時的な測定を行い，治療前後の移植部の

骨量変化を μCTで比較検討した．治療終了後に腟骨を摘出し,HE染色による組織学的評価を

行い，さらに低酸素誘導因子HIF・la, 破骨細胞分化因子RANKLおよび溶骨性因子(IL-18,

IL-6, IL・8)の発現について免疫染色で評価した．破骨細胞活性については TRAP染色を用い

て比較検討した．



統計学的解析

2群間の比較にはt検定を用い，多群間の比較にはANOVA,post hoc検定を用いた.p<0.05 

を統計学的に有意とした

麟

ヒト乳癌細胞において低酸素環境は RANKLや溶骨性因子の発現を増加させ酸素環境を改

善することで発現が低下する

In vitroにおいて，低酸素濃度培養下(2%02)ではRANKL,IL-8, PTHrPの有意な発現増

強を認め，酸素環境を改善することでこれら因子の発現が低下することをリアルタイム PCR法によ

り確認した(Fig.1) 

炭酸ガス経皮吸収はinvivoにおいてヒト乳癌細胞移植部の低酸素 境を改善し骨破壊を 制

土
乳癌骨転移モデルマウスを用いた invivoの検討において， C伍群では乳癌細胞移植部の腫

瘍増大が有意に抑制された.c伍群と Control群において有意な体重差は認めなかった(Fig.
2A, B, C) . μCTによる評価では， Control群と比較してCO2群で骨破壊が抑制されており，骨量

解析においても Control群では治療前後で有意に骨量が低下していたが， CO2群では有意差を

認めなかった(Fig.3A, 3B). HE染色による組織学的検討では， C伍群において骨形態が維持

されており，骨破壊が抑制されていた(Fig.3C). HIF・laの免疫染色では， C02l!華でControl群

と比較して陽性細胞の減少を認め，乳癌細胞移植部での低酸素環境が炭酸ガス経皮吸収により

改善されていることが示唆された(Fig.4). TRAP染色においても CO2群で陽性細胞数の有意な

減少をみとめ，炭酸ガス経皮吸収により破骨細胞活性が抑制されることが示唆された(Fig.5) 

RANKLや溶骨性因子の陽性細胞も CO2群でControl群と比較して減少を認めた(Fig.6) 

以上の結果から， invivoにおいて炭酸ガス経皮吸収が乳癌骨転移部の酸素環境を改善させ，

乳癌細胞から産生される RANKLや溶骨性因子の発現を低下させることで，骨転移部の骨破壊

抑制効果を示すことが明らかとなった

翌

がん骨転移部における骨破壊はがん細胞ではなく，破骨細胞が重要な役割を担っているが

ん骨転移部では，がん細胞が溶骨性因子を発現することで骨芽細胞を刺激し，骨芽細胞からの

RANKL発現が増強するまた，がん細胞自体からも RANKLが発現されており，これらの

RANKLが前駆破骨細胞に働くことにより破骨細胞が誘導・分化され，骨破壊が引き起こされると

考えられているまた，がん骨転移部は多くの悪性腫瘍と同様に低酸素状態にあるが，この低酸素

環境は細胞増殖能や治療抵抗性の要因となっており，さらに溶骨性因子の発現が増強するとの報

告もある．

我々は，以前より炭酸ガス経皮吸収が悪性腫瘍組織内の低酸素を改善することで抗腫瘍効果

を示すことを報告してきており，今回炭酸ガス経皮吸収による低酸素環境改善に着目し，ヒト乳癌

細胞による骨破壊に及ぼす影響について明らかとすべく，本研究を行った．

本研究の結果から，ヒト乳癌細胞から産生される RANKLや溶骨性因子の発現が低酸素環境

で増加し，酸素環境を改善することで発現が低下することを確認した．さらに，炭酸ガス経皮吸収

が明らかな体重減少なく，乳癌骨転移部の腫瘍増大を抑制し，骨量が維持されることを明らかとし

た．本研究で得られた結果から，低酸素環境ががん骨転移部の骨破壊に寄与している可能性が

示唆され，炭酸ガス経皮吸収による低酸素環境の改善により，骨破壊抑制効果が生じることが明ら

かとなった

本研究のlimitationとして，炭酸ガス経皮吸収が骨芽細胞に対する影響を検討していない点，

乳癌細胞株でしか検討しておらず，他のがん細胞で検討していない点が挙げられる．さらなる検討

が必要であるが，炭酸ガス経皮吸収による低酸素環境の改善が，がん骨転移部の骨破壊におい

て新たな治療法となる可能性が示唆された．
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がん骨転移患者数は年々増加傾向にあるが， 根治的な治療はなく， 新たな治療法が望まれている．

がん骨転移部における骨破壊は，がん細胞が産生する溶骨性因子や RANKLによって刺激された骨芽

細胞が破骨細胞を分化・誘導することで生じる．また， がん骨転移部では多くの悪性腫瘍と同様に局所低

酸素環境状態にあり， 低酸素環境が骨破壊を増悪させる一要因であると報告されている．炭酸ガス経皮

吸収は炭酸ガスを経皮的に生体内へ吸収させ，生体内でBohr効果を生じ，局所を酸素化する方法であ

る．研究者らは，以前からこの炭酸ガス経皮吸収が悪性腫瘍組織内の低酸素環境を改善し，アポトーシス

を充進させることで抗腫瘍効果を示すことについて報告してきた

今回研究者らは，炭酸ガス経皮吸収による低酸素環境の改善が，乳癌骨転移部における骨破壊を抑

制すると仮設し， 本研究を行った．

対象と方法

In vitroにおいて， ヒト乳癌細胞株MDA-MB-231を，①20%むのみで培養(Normoxic群）， 2%0め

みで培養(Hypoxic群）， 2%02で培養した後に20%02で培養(Reoxic群）の3つの異なる条件で計6日間

培養を行った．培養後の RANKL および溶骨性因子(IL-1~, IL-6, IL-8, PTHrP)の発現変化についてリ

アルタイムPCR法を用いて評価した．

In vivoにおける検討として， ヒト乳癌細胞株 MDA-MB-231をヌードマウス腟骨に移植した乳癌骨転

移モデルマウスに対し，移植4週間後にμCTにて骨破壊を確認したのち， CO2群と Control群の2群に

分け，それぞれ100%炭酸ガス，空気を用いて経皮投与による治療を， 1回10分間週2回， 2週間施行し

た腫瘍体積と体重変化につき経時的な測定を行い，治療前後の移植部の骨量変化をμCTで比較検

討した．治療終了後に腔骨を摘出し， HE染色による組織学的評価を行い，さらにHIF-la,RANKL, 溶

骨性因子(IL-18,IL-6, IL-8)の発現を免疫染色で評価した．破骨細胞活性についてはTRAP染色を用

いて比較検討した

統計学的解析には， 2群間の比較にはt検定を用い，多群間の比較にはANOVA,post hoc検定を用

いた.p<0.05を統計学的に有意とした．

緒

ヒト乳癌細胞において 低酸素環笠はRANKLや溶骨性因子の発現を加させ 酸素環色の改善でこ

れらの因子を低下させる

In vitroにおいて，低酸素環境培養下ではRANKL,IL-8, PTHrP発現の有意な増強を認め，酸素

環境を改善することで，これらの因子の発現の低下を認めた．

炭酸ガス経皮吸収はinvivoにおいてヒト乳癌細胞移植部の低酸素環戸を改善し 骨破壊を 制する

In vivoの検討において， CO2群でヒト乳癌細胞骨転移モデルマウスの腫瘍増大が有意に抑制された．

μCTによる評価ではControl群と比較してCO2群で， 骨破壊が抑制されており， 骨量も維持されていた．

組織学的検討では， HE染色で CO2群において骨破壊が抑制され， 骨形態が維持されていた．

HIF・la. の免疫染色では， CO2群で陽性細胞の低下を認め，乳癌細胞移植部での低酸素環境が炭酸ガ



ス経皮吸収により改善されていることが示唆された. TRAP陽性細胞数は CO2群で有意に少数であり，

炭酸ガス経皮吸収により破骨細胞活性が抑制されることが示唆された. RANKLや溶骨性因子の免疫染

色においては， CO2群で陽性細胞の低下を認めた．

考察ならびに結論

本研究から， 炭酸ガス経皮吸収がヒト乳癌細胞骨転移モデルマウスにおける骨破壊に対して， 骨転移

部の酸素環境を改善することにより，乳癌細胞から産生される恥ぃ広Lや溶骨性因子の発現を低下させる

ことで， 骨転移部の骨破壊抑制効果を示すことを invitroおよび invivoにおいて確認した． 以上か

ら，炭酸ガス経皮吸収が骨転移部の骨破壊において新たな治療法となる可能性が示唆された．

本研究は， 乳癌骨転移部の骨破壊に対して，炭酸ガス経皮吸収が破骨細胞を抑制することで骨破壊抑

制効果を示すことを初めて証明した報告である． 乳癌骨転移に対して， 炭酸ガス経皮吸収が新たな治療

法となりうるとした点で， 価値ある業績であると認める よって本研究者は， 博士（医学）の学位を得る資

格があるものと認める．




